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（gRNA）と Cas9 ヌクレアーゼ（Cas9）の二種類の分子がその主役である。gRNA は
ゲノム中の標的配列と相同な配列を持ち、ゲノム中の標的配列に対して Cas9 による変
異の導入やドナーDNA のノックインを誘導する。 





1 D. subobscura における fru 変異体の表現型解析   




ないことがわかった。以上の結果から、Fru タンパク質は D. subobscura においても雄
特異的に発現しており、求愛行動の実現に関与していることが示された。 
 
2 CRISPR/Cas9 システムを用いたドナーベクターのノックイン 
 求愛行動の種特異性が fru 発現神経回路に起因するのかを調べるためには、この神経
回路を特異的に標識・操作する必要がある。これを実現するために、CRISPR/Cas9 シ
ステムを用いて fru 遺伝子座に外来遺伝子を導入する手法を確立した。1 で用いた
gRNA の標的配列の両端を相同鎖として持ち、その間に光遺伝学ツールであるチャンネ
ルロドプシンをコードするドナーベクターを作製した。このドナーベクターを gRNA、
Cas9 と共に胚に微小注入することで、チャンネルロドプシン遺伝子を fru 遺伝子座に
ノックインすることに成功した。 
 
3 fru 発現神経回路の可視化 





4 光遺伝学的手法を用いた fru 発現神経回路の強制活性化 
 D. subobscura の fru 発現神経回路がどのような行動要素の解発に寄与しているかを
調べるために、光遺伝学の手法を用いて fru 発現神経回路の神経活動を強制的に活性化
した。その結果、交尾試行に加えて、婚姻贈呈に見られるような消化管の内容物を吐き





















本研究では、特有の行動様式を持つ D. subobscura の fruitless 遺伝子を CRISPR/cas9 法
を用いて改変・操作してその役割の解明を試みた。まず、fruitless 遺伝子に欠失を持つ機
能喪失型突然変異のホモ接合雄は、雌に全く求愛しないことがわかった。続いて、Venus
を蛍光タグとして持つ Channelrhodopsin のコード配列を fruitless 遺伝子座に導入した。
Venus によって可視化されるニューロン群は Fruitless 抗体で標識される細胞とほぼ一致
していた。すなわち、fruitless 神経回路が Venus によって可視化されたと考えられる。続
いて光照射によってこれらのニューロンを強制的に活性化したところ、その雄は腹部を曲
げて交尾姿勢をとり、また一部のものは婚礼贈呈のコア要素である消化物の吐き戻しを示
した。こうして、D. subobscura に固有の求愛行動が fruitless 発現ニューロンに依存して
作り出されることが明らかとなった。このように、行動の多様性の基盤となる遺伝子・細
胞機構の解明に先鞭をつける研究で成果を上げたことは、田中が自立して研究活動を行う
に必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがって，田中良弥提出の
論文は，博士（生命科学）の博士論文として合格と認める。 
